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中华攀雀线粒体基因组全序列测定与分析 
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摘要：该研究使用长 PCR 扩增和引物步移法测定了中华攀雀 (Remiz consobrinus) 线粒体基因组全序列，在对序列进行拼接

和注释的基础上，分析了其结构、序列组成及蛋白编码基因密码子使用情况等，并对 22 个 tRNA 和 2 个 rRNA 的二级结构

以及控制区结构进行了预测及系统发育分析，为雀形目鸟类的系统发育研究提供了新信息。中华攀雀线粒体基因组全长 16 
737 bp，GenBank 登录号 KC463856，碱基 A、T、C、G 的含量分别为 27.8%、21.5%、35.4%及 15.3%， 37 个基因排列顺

序与已报道的其他鸟类基本一致，包含 13个蛋白编码基因、22个 tRNA基因、2个 rRNA基因及 1个非编码的控制区 (D-loop)，
有 18 对基因间共存在 77 bp 的间隔，7 对基因间共存在 30 bp 的重叠。除 ND3 基因的起始密码子为 ATT 外，其余均为标准

的ATG，11个蛋白编码基因的终止密码子为TAA、TAG、AGA或AGG，2个为不完全终止密码子T (COⅢ、ND4)。除 tRNASer-AGN 

DHU 臂缺失外，其余 21 个 tRNA 均可形成典型的三叶草结构，在出现的 27 处碱基错配中有 19 处为常见的 G-U 错配。SrRNA
和 LrRNA 二级结构分别包含 3 个结构域 47 个茎环结构和 6 个结构域 60 个茎环结构，与所发表的其他鸟类 rRNA 二级结构

大体一致。中华攀雀控制区发现了同样存在于其他鸟类控制区的保守框 F-box、D-box、C-box、B-box、Bird similarity-box
和 CSB1-box。该研究支持将攀雀科作为独立的科，同时，支持莺总科与攀雀科的单系性。 
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Sequencing and analysis of the complete mitochondrial genome of 
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Abstract: The complete mitochondrial genome sequence of Remiz consobrinus was determined using long PCR and conserved 
primers walking approaches. Based on the results of assembling and annotation, the structure, sequence composition and codon usage 
of the genome protein-coding genes were analyzed, and the prediction of the secondary structure of 22 tRNA and 2 rRNA, the 
control region structure, and the phylogeny were also conducted, which provided new information for phylogenetic studies of 
passerine birds. The entire mitochondrial genome of Remiz consobrinus was 16 737 bp in length, the accession number was 
KC463856 and the content of A, T, C, and G were 27.8%, 21.5%, 35.4%, and 15.3%, respectively. The genome harbored the same 
gene order with that of other birds, and contained 13 protein coding genes (PCGs), 22 tRNA, 2 rRNA, and a non-coding control 
region. There were 77 bp intergenic intervals between 18 pair genes and 30 bp overlaps between 7 pair genes. Except for ND3 gene, 
which used ATT as the initiation codon, all other PCGs started with the typical ATG codon. Except for COIII and ND4, which used 
incomplete termination codon T, the other 11 PCGs used standard TAA, TAG, AGA or AGG as termination codons. The tRNAs all 
formed typical cloverleaf secondary structure, except for tRNASer-AGN, which lost the DHU arm in its structure. A total of 27 base 
mismatches appeared, with 19 common G-U mismatches. The predicted secondary structure of SrRNA and LrRNA contained 3 
domains with 47 helices and 6 domains with 60 helices, respectively. Besides F-box, D-box, C-box, and B-box, Bird similarity-box 
and CSB1-box were also found in the control region of Remiz consobrinus, as found in other bird species. Our results suggest 
Remizidae as a separate family. The monophyly of Sylviidae and Remizidae was supported. 

Keywords: Remiz consobrinus; Complete mitochondrial genome; Protein-coding genes; tRNA secondary structure; rRNA secondary 
structure; Control region  



3 期 高瑞瑞等：中华攀雀线粒体基因组全序列测定与分析 229 

 
鸟类的线粒体基因组 (mitochondrial genome, 

mtDNA) 为闭合环状分子，包括 13 个蛋白编码基

因、2 个 rRNA 基因、22 个 tRNA 基因及一或二个

非编码区，即 D-loop 区 (Boore, 1999)。基因排列

较为紧密，无内含子，除起调控作用的非编码区外，

整个基因组均具编码功能 (Quinn, 1997)。由于具有

分子结构简单、母系遗传严格、碱基突变率高及进

化速度快等特点，线粒体基因组已成为从分子水平

研究鸟类起源、进化及系统发育等的理想材料，并

取得了许多有意义的结果  (Avise et al, 1990; 
Ramirez et al, 1993; Stoneking & Soodyall, 1996)。根

据 NCBI 线粒体基因组数据统计，截至 2012 年 3
月底，已测出的鸟类全线粒体基因组序列～250 条，

其中雀形目鸟类为 39 个物种共 43 条。 
雀形目鸟类是鸟纲中 大的一个类群 (Zheng, 

2002)，有关该类群的起源及演化关系，一直是鸟类

学界关注的焦点。分子系统学在解决各种生物类群

起源和演化方面极具优势，许多有争议的问题均可

通过分子手段加以解决。然而，与雀形目鸟类相关

的分子生物学研究还很薄弱，相应的分子系统工作

开展较少，影响了该类群系统学问题的解决。因此，

补充该类群线粒体全序列有利于解决其现存的系

统发育问题。 
分布于我国东北部的中华攀雀(Remiz consobrinus) 

隶属于雀形目 (Passeriformes)攀雀科 (Remizidae) 
攀雀属 (Remiz)。关于其分类地位仍存在争议，在 
Sibley & Ahlquist (1990)的分类系统中，攀雀隶属于

山雀科的亚科，并隶属于莺总科，而后来的系统发

育研究  倾向于将攀雀作为独立的科(Sheldon & 
Gill, 1996; Dai et al, 2010; Pakert et al, 2010),并与山

雀科一起从莺总科中分离 (Alström et al, 2006 )。 
目前尚无攀雀科全线粒体基因组的研究报道。

本文首次测定了中华攀雀线粒体基因组全序列，在

对序列进行拼接、注释的基础上，对其结构、序列

组成及蛋白编码基因密码子使用情况等进行了分

析，对 22 个 tRNA 和 2 个 rRNA 的二级结构以及控

制区结构进行了预测和分析，以期为雀形目鸟类的

系统发育研究提供新的基因组学信息。 

1  材料与方法 

1.1  研究对象 
中华攀雀标本于 2009 年 5 月 13 日采集于辽宁

省盘锦市新兴镇躺岗子村，标本浸泡于无水乙醇并

保存于−20 ℃冰箱，期间更换酒精数次。其相关凭

证标本 (IOZ10652)现保存于中国科学院动物研究

所动物系统与进化重点实验室鸟类标本馆。 
1.2  实验方法 
1.2.1  总 DNA 提取 

本研究以中华攀雀为实验材料，采用传统的酚

−氯仿−异戊醇法 (Dang et al, 2008) 提取和纯化总

DNA，于−20 ℃冰箱保存备用。 
1.2.2  引物设计和 PCR 扩增 

以红原鸡(Gallus gallus, NC_002069)线粒体基

因组全序列为模板，结合从 GenBank 数据库中下

载的 40 种雀形目鸟类线粒体基因组全序列，利用 
Clustal X 软件比对寻找保守性较高的序列，利用 
Primer Premier 5.0 软件，依据引物设计原则，参考 
Sorenson et al (1999，2003) 发表文献中提供的引物

位置综合设计了 29 对 PCR 扩增引物，并且使用 
Oligo 软件对每条引物进行评价和修改。从中选取

5 对作为 L-PCR 引物，其余作为 Sub-PCR 引物。

所有引物均由上海生工生物工程技术有限公司合

成，它们在整个基因组中的大致位置和扩增片段的

大约长度等详见附录 1（本刊网站 Supporting info）。 
使用5对L-PCR扩增引物将中华攀雀全线粒体

基因组扩增为相互重叠的 5 个大片段 L1～L5，
0.8% 的琼脂糖凝胶电泳检测所有 PCR 产物，切

胶检测结果好的条带并利用 DNA 纯化试剂盒进

行纯化回收， 后将回收的目的片段测序。对于大

片段要保存部分样品，以备 Sub-PCR 之需。对于

L-PCR 扩增效果不好、测序不通及 L-PCR 没有连接

上的部分进行 Sub-PCR，检测、回收及测序方法相

同。PCR 扩增反应体系见附录 1（本刊网站 Sup- 
porting info）。 

L-PCR 反应程序为：93 ℃预变性 2 min；(92 ℃ 
10 s，58～53 ℃ 30 s，68 ℃ 10 min)×20；(92 ℃ 10 s，
53 ℃ 30 s，68 ℃ 10 min，且每一循环增加 20 s)×20；
68 ℃ 7 min；4 ℃保温。 

Sub-PCR 反应程序为：95 ℃预变性，4 min；(95 
℃ 45 s，53～58 ℃ 60 s，72 ℃ 60 s)×30/35；72 ℃ 7/4 
min，4 ℃保温。 
1.2.3  测序 

L-PCR 得到的回收产物由公司采用引物步移

法进行测序，步移测序效果不好或没有连接上的部
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分采用 Sub-PCR 扩增并测序，测序工作均由上海生

工生物工程技术有限公司完成。 
1.2.4  序列拼接、注释及分析 

使用 StadenPackage1.7 (Bonfield et al, 1995)中
的 Pregap4 子程序对中华攀雀序列进行拼接。使用  
tRNAScan-SE1.21 (Desjardins & Morais, 1990) 在线

预测并辅助人工校正，得到了除  tRNACys 和 
tRNASer-AGN 基因以外的其余 20 个 tRNA 基因的二

级结构。而对于 tRNACys 和 tRNASer-AGN 基因、蛋

白编码基因及 rRNA 基因和控制区，则通过与已知

斑胸草雀 (Taeniopygia guttata, NC_007897)全线粒

体基因组序列进行比对，并使用 StadenPackage1.7 
中的子程序 Spin 分析来确定其相应位置。使用 
MEGA5.0 分析得到中华攀雀序列碱基组成及蛋白

编码基因密码子使用情况等信息。以红原鸡 SrRNA 
基因二级结构为模板，并参考五彩绿咬鹃 
(Pharomachrus pavoninus) (de los Monteros，2003) 

及黑尾地鸦 (Podoces hendersoni) (Ke et al, 2010) 
等鸟类的  SrRNA 基因二级结构，对中华攀雀 
SrRNA 基因二级结构进行了预测。以黑尾地鸦 
(Podoces hendersoni) 的 LrRNA 基因二级结构为模

板，并参考黄牛 (Bos taurus) (Burk et al, 2002) 和非

洲爪蟾 (Xenopus laevis) (http://www.rna.ccbb.utexas. 
edu/) 的  LrRNA 基因二级结构，对中华攀雀 
LrRNA 基因二级结构进行了预测。以红原鸡 
(Gallus gallus) (Eberhard et al, 2001) 和蓝灰蚋鹩

(Polioptila caerulea) (Ruokonen & Kvist, 2002) 控制

区序列为基准，参考先前报道的雪雁  (Anser 
caerulescens) (Quinn & Wilson, 1993)、亚马逊鹦鹉 
(Amazona) (Eberhard et al, 2001) 及 黑 尾 地 鸦 
(Podoces hendersoni) 等部分鸟类的控制区结构域，

将红原鸡及包括中华攀雀和蓝灰蚋鹩在内的 17 种

雀形目鸟类控制区序列进行比对预测了中华攀雀

线粒体控制区结构。 
1.2.5  系统发育分析 

从 GenBank 数据库中下载 38 个雀形目鸟类

以及 2 个雁形目鸟类的全线粒体基因组序列（附录

2 ， 见 本 刊 网 站 S u p p o r t i n g  i n f o ） 。  
将下载的40个物种及本文测定的中华攀雀的全线粒

体基因组序列及其中的蛋白编码基因组成两个数

据集：ALL 与 PCG。以雁形目鸟类鹊雁 (Anseranas 
semipalmata) 和白额雁 (Anser albifrons) 作为外

群。利用软件  PAUP 4 beta、Modeltestv3.7、

MrModelTest22 及 MrMtgui，估算出两个数据集的

佳模型均为  GTR+I+G (−ln L=161417.2812，
K=10)。利用软件 mrbayes-3.1.2，以估算出的 优

模型 GTR+I+G，采用马尔柯夫蒙特卡罗方法 
(Markov Chain Monte Carlo, MCMC)，分别构建两个

数据集的贝叶斯树。利用软件 RAxML 和 PAUP 4 
beta，同样以估算出的 优模型，分别采用 大似

然法和启发式搜索，构建两个数据集的 大似然 
(maximum likelihood, ML) 树 和 大 简 约 
(maximum parsimony, MP) 树。 

2  结  果 

2.1  线粒体基因组结构  
中华攀雀线粒体基因组全长 16 737 bp，包含 13

个蛋白编码基因(PCGs)、22 个转运 RNA 基因

(tRNAs)和 2 个核糖体 RNA 基因  (SrRNA 和 
LrRNA)等在内的共 37 个基因。此外，在 tRNAPhe 和 
tRNAGlu 之间有一个长度为 1 169 bp 的非编码的控

制区 (D-Loop 区)。37 个基因的排列顺序与注释与

斑胸草雀一致，ND5 到 SrRNA 之间的基因排列顺

序 为 ： Cytb/ tRNA Thr/tRNAPro/ND6/tRNAGlu/D- 
loop/tRNAphe。中华攀雀线粒体全基因组结构较为紧

密，有 18 对基因间共存在 77 bp 的间隔，除位于 
tRNAAla 和 tRNAAsn 基因间的间隔为 13 bp 外，其余

基因间的间隔长度均在 1~10 bp；有 7 对基因间共

存在 30 bp 的重叠，除位于 ND4L 和 ND4、 ATP8 
和 ATP6 以及 COI 和 tRNASer-UCN 基因间的重叠

长度分别为 7、10 及 9 bp 外，其余 4 处基因间的重

叠长度均为 1 bp；既没有重叠也没有间隔的紧密排

列基因共 12 对(见附录 3 图 1 和表 5，本刊网站

Supporting info)。 
2.2  核苷酸组成 

基因组全序列的碱基百分含量为 C(35.4%)> 
A(27.8%)>T(21.5%)>G(15.3%)，不存在碱基偏向性，

该现象在鸟类中很普遍。蛋白编码基因 4 种碱基的

百分含量与整个线粒体基因组 接近。密码子第一

位点的 4 种碱基含量较为接近，与 Amaiz et al  
(2001)提出的密码子第一位点碱基出现的频率相似

的结论一致；第二位点 T 的含量为 40.0%，其余 3
种碱基的含量均有所减少；第三位点 C 的含量达到

了 53.6%，G 的含量则只有 7.6%。可见，密码子第

三位点存在明显的碱基偏向性，而第一位点的偏倚

度 小。类似的碱基偏倚现象也见于其他鸟类 
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(Amaiz et al, 2001; Webb & Moore, 2005; Kornegay 
et al, 1993; Lovette & Bermingham, 1999)。 
2.3  蛋白编码基因密码子使用及氨基酸组成 

13 个蛋白编码基因全长 11 396 bp，共有 3 787
个密码子(不包含终止密码子)，除 ND6 基因定位

在轻链上外，其余均定位在重链上。这些蛋白编码

基因没有内含子，某些相邻基因之间存在间隔和重 
叠现象。另外，中华攀雀 ND3 基因第 174 位没有

发现存在于某些鸟类中的额外胞嘧啶(C)插入现象。

起始密码子除 ND3 基因为 ATT 外，其余均为标准

的 ATG；有 2 个基因的终止密码子为 AGA(ND1、
ND5)，1 个为 AGG(COⅠ)，2 个为不完全终止密码

子 T (COⅢ、ND4) ，其余为标准的 TAA (ND2、
COⅡ、ATP8、ATP6、ND3、ND4L、CytB) 和 TAG 
(ND6) 。使用 频繁的密码子为 CTC、CTA、ATC、
GCC 和 TTC，且并不总是与 tRNA 的反密码子完

全对应。在所编码的 3 787 个氨基酸中，使用 频

繁的氨基酸为 Ala、Ile、Leu、Ser 和 Thr，占所有

氨基酸的 49.88%。 
2.4  tRNA 二级结构 

22 个 tRNA 基因的长度在 66~78 bp，其中 14
个由重链编码，8 个由轻链编码，它们绝大多数都

位于蛋白编码基因之间。除 tRNAHis 和 tRNASer-AGN 
之间外，相邻 tRNA 之间均存在重叠和间隔现象。

除 tRNALeu 和 tRNASer 对应 2 个 tRNA 外，其余

氨基酸均只有对应 1 个 tRNA。除 tRNASer-AGN 缺失

DHU 臂外，其余 21 个 tRNA 均可形成典型的三叶

草结构。所有 tRNA 基因的二级结构中共出现 27
处碱基错配现象，其中 19 对常见的 G-U 错配及 3
对A-C错配，分别发生在 tRNAArg 和 tRNASer-AGN 的

氨基酸接受臂及 tRNAMet 的 TψC 臂；两对 C-C 错

配，发生在 tRNAGly 的反密码子臂和 tRNALeu-UUR 

的氨基酸臂；U-U 错配、U-C 错配及 A-A 错配各一

对，分别发生在 tRNAGly 的反密码子臂、tRNAGlu 的

氨基酸接受臂和 tRNAAsp 的 TψC 臂。 
2.5  rRNA 二级结构 

SrRNA 和 LrRNA 基因分别位于 tRNAVal 和 
tRNAPhe 以及 tRNALeu-UUR 和 tRNAVal 之间，基因长

度分别为 980 bp 和 1 596 bp。预测的 SrRNA 基因二

级结构包含三个结构域，47 个茎环结构，LrRNA 基
因二级结构包含 6 个结构域，60 个茎环结构。该结

果与所发表的其它鸟类  rRNA 二级结构大体   
一致。 

2.6  控制区 
基因组具有一个控制区，位于  tRNAPhe 和 

tRNAGlu 基因之间，序列长度为 1 169 bp，A+T 含
量 54.9%，高于整个基因组的平均水平。控制区结

构分析显示：中华攀雀具有保守框 F-box、D-box、
B-box、C-box、Bird similarity -box 及 CSB1-box。
其中，CSB1 区 5'端存在 20 bp 的核苷酸插入现象。

另外，未发现对线粒体基因组复制和双链转录起始

起重要作用的 OH、LSP 和 HSP(见附录 3 图 3，本

刊网站 Supporting info)。 
2.7  系统发育分析 

41 条全线粒体基因组序列所构建的不同系统

发育树如图 1 所示，其中的蛋白编码基因序列所构

建的不同系统发育树见附录 3 图 2（本刊网站

Supporting info）。因为不同数据集构建的 ML 树和

贝叶斯树涉及中华攀雀的分支拓扑结构完全一致，

分支支持度均很高，所以，图中只给出贝叶斯树和 
MP 树。两个数据集的 ML 树和贝叶斯树及 ALL
数据集的 MP 树显示莺总科的所有科聚为一支，与

中华攀雀互为姐妹群，且这两支与雀总科与鹟总科

汇聚的分支组成姐妹群。PCG 数据集的 MP 树与

其余树涉及中华攀雀的分支拓扑结构有所不同，中

华攀雀与鹟总科互为姐妹群，且二者汇成的分支与

莺总科互为姐妹群。所有系统发育树均支持将攀雀

科作为独立的科，该结果与前人研究结论一致

(Sheldon & Gill, 1996; Dai et al, 2010; Pakert et al, 
2010)。但有关中华攀雀的具体位置及是否应该将其

从莺总科中分离出来，本文并未确定，还需进一步

研究。同时，本研究支持莺总科和攀雀科的单系性。 

3  讨  论 

3.1  鸟类基因组排列顺序 
与脊椎动物 mtDNA 的一般排序 (Desjardins 

& Morais, 1991) 相比，鸟类 mtDNA 中的 ND6 和 
tRNAGlu 基因转移到了 tRNAPro 与控制区之间，ND5 
到  SrRNA 之间的基因排列顺序为：ND5/Cytb/ 
tRNAThr /tRNAPro/ ND6/tRNAGlu/CR/ tRNAphe/SrRNA。
自从 Desjardins & Morais (1990)首次在红原鸡中发

现鸟类的这一基因排列顺序，随后在日本鹌鹑 
(Coturnix japonica) (Desjardins & Morais, 1991)、血

雁 (Anser caerulescens) (Wenink et al, 1994)、鹬类 
(turnstones and dunlins) (Ruokonen & Kvist, 2002)及
雀形目其他鸟类 (Marshall & Baker, 1997)中均发现
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了这一排列顺序。本文所研究的中华攀雀与鸟类 
mtDNA 的这一排列顺序相同，说明了鸟类线粒体

基因组进化上相对保守性，也证明这种基因排列顺

序在鸟类中可能是一个普遍现象，且这种现象一定

发生在鸟类进化的早期 (Li & Ma, 2007)。Marshall 
et al (1997)认为这种排序可能是由于鸟类 mtDNA 
发生了基因转座现象，同时认为这种排序增加了

tRNAGlu 基因序列的分化，他们发现苍头燕雀 
(Fringilla coelebs) 和欧金翅雀 (Carduelis chloris) 
tRNAGlu 基因序列的差异达 17.6%。Quinn & Wilson 
(1993) 认为这可能是功能限制性减少的结果，因为 
tRNAGlu 基因与任何基因的转录过程均无关。 

然 而 ， Mindell et al (1998) 在 隼 形 目 
(Falconiformes)、鹃形目  (Cuculiformes)、䴕形目 
(Piciformes) 及 雀 形 目 的 亚 鸣 禽  (suboscine 
Passerioformes)，Bensch & Härlid (2000) 在 6 种柳

莺属 (Phylloscopus)，Eberhard et al (2001)在亚马逊

鹦鹉属 (Amazona) 等鸟类中发现了另一种基因排

列顺序，即控制区转移到了 tRNAThr 和 tRNAPro 之

间，且在 tRNAGlu 和 tRNAPhe 之间发现了一段类似

于控制区的非编码序列 (NC)，即 Cyt b/tRNAThr/ 
D-loop/ tRNAPro/ ND6 /tRNAGlu/NC/ tRNAPhe。其中，

在灰头阔嘴鸟 (Smithornis sharpie) (Mindell et al, 
1998)中，D-loop 和 NC 的相似度达 82%，暗示 NC 
的出现很可能是由于 D-loop 的重排所致。因此，

从脊椎动物线粒体基因组排列顺序到鸟类的第二

种排列顺序至少经历了两次进化改变  (ND6 
/tRNAGlu 重排和 D-loop 重排)。Bensch & Härlid 
(2000) 认为不同鸟类基因组序列的这种重排具有

多重起源，因此，鸟类线粒体基因重排在构建系统

发育关系方面的价值仍不确定，这与之前 Mindell 
et al (1998) 所认为的鸟类线粒体基因重排可用来

区分雀形目中的鸣禽与亚鸣禽的观点不一致。 
Moritz & Brown (1986) 认为鸟类线粒体基因

重排是通过基因倍增—删除或倍增—退化而实现

的。即倍增后的基因再被随机删除或退化， 终导

致新的基因排列顺序。基因倍增可通过基因重组、

转座、滑链错配和复制终止出错实现 (Levinson & 
Gutman, 1987; Stanton et al, 1994)。Bensch & Härlid 
(2000) 认为鸟类线粒体基因组的这种重排是在 
tRNAPro /ND6/tRNAGlu/ D-loop 倍增后，紧接着又删

除部分 D-loop 外的其中一个拷贝形成的。此外，

Haddrath & Baker (2001) 在凤头共鸟(Eudromia 

formosa) 中发现了一种新的基因排列顺序 Cyt 
b/tRNAThr/tRNAPro/ D-loop 1/ND6/ tRNAGlu/ D-loop 2, 
Abbott et al (2005) 在鹱形目黑眉信天翁 (Diomedea 
melanophris) 中也发现了另一种新的基因排列顺序 
Cytb/tRNAThr/tRNAPro/ND6/tRNAGlu/D-loop 1/tRNAThr2/ 
tRNAPro2/ ND62/tRNAGlu2/ D-loop 2。Gibb et al (2007) 
认为，鸟类 mt D N A 的基因重排首先开始于

tRNAThr/tRNAPro/ND6/ tRNAGlu/ D-loop 的倍增，在此

基础上可以通过删除拷贝的不同区域形成另外的

三种重排。同时，他们提出，倍增的基因是不确定

的，可以是 tRNAThr 到 D-loop 的整个片段，也可

以是它们之间的某一片段或只有 D-loop 片段，且

这些倍增的基因需要重新插入到  t R N A T h r  与 
tRNAPro 之间，而不是紧跟第一个复制片段。Singh et  
al (2008) 对莺科3种鸟类线粒体基因组的研究中发

现，莺科的这种重排可能先经过 D-loop 复制形成 
D-loop 2，然后 D-loop 2 在不同物种中积累不同的

碱基替换和删除，从而破坏两个拷贝的协同进化，

终使得 D-loop 2 形成一段类似于 D-loop 的非

编码序列。 
由于没有任何一个复制—删除模型可以解释

所有重排现象，Mueller & Boore  (2005)认为很可

能所有模式对于鸟类 mtDNA 的重排都是可行的。

由于复制和删除是随机的，在此模型下鸟类 
mtDNA 排列顺序应该有很多种，而目前仅发现了

以上几种排列方式。Benseh et al (2000) 认为一种可

能的解释是大部分线粒体基因的重排可能是有害

的，只有少数的基因组合是可行的，从而达到固定。

因而，鸟类中是否存在更多的基因排列模式以及少

数部分片段倍增后的 mtDNA 如何 终在群体中

达到固定还有待进一步研究。 
3.2  蛋白编码基因密码子使用情况 

中华攀雀 13 个蛋白编码基因的起始密码子有

两种，ATT 和 ATG (ND3 为 ATT)，以 ATG 的使

用频率 高。其中 COI 的起始密码子为 ATG，在

已全测序的 39 种雀形目鸟类线粒体基因组中，还

有 6 个物种 COI 的起始密码子也为 ATG，而非 
GTG。这与一些学者认为的鸟类 mtDNA 中，COI 
基因的起始密码子为 GTG，而非通常的 ATG 的观

点不一致。中华攀雀 13 个蛋白编码基因的终止密

码子有 5 种，AGA、AGG、TAG、TAA 及 T (COIII 
和 ND4)，以 TAA 的使用频率 高。不完全终止

密码子 (T 或 TA)  在脊椎动物中并不罕见 (Cui   
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图 1  ALL 数据集的系统树(左为 MP 法，右为贝叶斯法) 
Figure 1  Phylogenetic trees based on ALL (left：MP method, right：Bayesian method) 

 
et al, 2009)。通常不完全终止密码子是由于 3′端与 
tRNA 紧 密 相 连 或 重 叠 所 致  (Wolstenholme, 
1992b)，这种不完全的终止结构在转录过程将由 
mRNA 3′端出现的 Poly(A)补全 (Ojala et al, 1981; 
Anderson et al, 1981)。 

对密码子使用频率的研究表明：密码子以 A
或 C 结尾的频率较高，密码子 CTC、CTA、ATC、
GCC 和 TTC 的使用较多，并且这些密码子在其

同义密码子中的相对使用频率也较高，表明存在密

码子使用偏好性。 
3.3  tRNA 二级结构 

中华攀雀 22 个 tRNA 基因的排列顺序、长度和

二级结构与所报道的其他雀形目鸟类基本一致。除 
tRNASer-AGN 缺失了 DHU 臂外，其余 21 个 tRNA 

均可形成典型的三叶草结构。这种情况在包括鸟类

在内的后生动物中比较常见  (Wolstenholme, 
1992a)。tRNASer-AGN DHU 臂的长度从无脊椎动物到

脊椎动物有逐渐变短的趋势，红原鸡 tRNASer-AGN 
的 DHU 臂只有一对碱基对 (Lowe & Eddy, 1997)。
缺失 DHU 臂后的 tRNASer 仍可形成倒L型三级结

构来维持 CCA 接受臂与反密码子间的距离

(Hanada et al, 2000)。而 Wolstenholme et al (1994)和 
Dirheimer (1995) 认为，tRNA 转运特定氨基酸的功

能及其倒L形三级结构主要由氨基酸臂和反密码子

环决定，而 TΨC 环和 DHU 环及其相应的臂似乎

不会抑制 tRNA 的功能。 
tRNA 基因碱基间的错配在许多后生动物中都

存在，在中华攀雀中也是如此，中华攀雀线粒体基
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因组 tRNA 中共出现了 27 处碱基错配现象，其中

错配频率 高的为 G-U 错配 (19 对)，符合 G-U 摆

动配对原则，对于维系 tRNA 二级结构的稳定性起

到了很重要的作用。目前有学者认为线粒体基因组

中  tRNA 基因的部分错配可能是由于线粒体 
DNA 重组机制缺乏，难以清除这些突变现象，但

其可以通过 RNA 自我剪切来恢复基因功能，不会

引起氨基酸转运上的障碍  (Yokobori & Pääbo, 
1995)。 
3.4  rRNA 二级结构 

rRNA 基因是线粒体基因组中进化 慢和 为

保守的基因 (Neefs et al, 1993)，一般环区的进化较

快，物种间差异较大，而茎区则相对保守 (Woese et 
al, 1980; Noller, 1984)，这可能是由于茎区和环区所

受选择压力不同。但一些茎区中的部分位点也具有

较高的可变性，而一些环区也会有相对保守的序列 
(Vawter & Brown, 1993; Simon et al, 1994)，这些小

的分歧是由其严格的结构或功能约束而形成(几乎

没有位点可以随意变异)，而不是由低突变率所形

成。 
中华攀雀 SrRNA 基因二级结构整体上与红原

鸡及黑尾地鸦很相似。但局部也存在差异，如结构

域 I 中的 1 区比红原鸡及黑尾地鸦多出了一个碱基

对并且在第三位有一个胞嘧啶插入，类似现象在五

彩绿咬鹃中也出现过。中华攀雀在结构域 II 中的 24
区形成了 2 bp 的碱基配对，而红原鸡和黑尾地鸦在

此处均没有形成配对的茎，在绿头鸭和扁嘴雁中该

处形成了 3 bp 的碱基配对，但在左端茎第一、二个

碱基对之间存在一单核苷酸胞嘧啶插入形成的突

出，各物种的环区差异也较大，黑尾地鸦的 大，

说明了这一区域的可变程度；中华攀雀的 27 区比

红原鸡和黑尾地鸦多出了两个碱基对，且对应的环

区比两者小了很多。结构域 III 中的 32 区在中华攀

雀、红原鸡和黑尾地鸦中均形成了 10 bp 的配对且

在上端第二、三个碱基对之间均有一个单核苷酸插

入形成的突出，但 3 个物种插入的单核苷酸却不同

(分别为 U、A、C)；茎 35、36 被认为是一个具有

多凸出的连续结构，至少存在 8bp 的碱基配对才能

满足这种排列所需的 小自由能 (Hickson, 1996)，
在红原鸡和黑尾地鸦中也有同样的发现；39 区中，

中华攀雀与红原鸡和黑尾地鸦相比，茎区明显增

大，环区相对缩小。通过对已发表鸟类的 SrRNA 基
因二级结构分析发现，多数茎区变异都倾向于碱基

补偿性突变，这可以保证二级结构的保守性不受一

级序列变化的干扰。 
中华攀雀 LrRNA 基因二级结构与黑尾地鸦很

相似，只在局部存在一些差异，如中华攀雀茎 1 形

成了 1 bp 的碱基对，而黑尾地鸦在此处并没有配对

的碱基；中华攀雀茎 14 比黑尾地鸦多一个碱基对

且在左端第三、四个碱基对间有一个单核苷酸鸟嘌

呤插入形成的突出；对于茎 19，中华攀雀形成了一

个 15 bp 碱基配对的茎，而在黑尾地鸦、非洲爪蟾

和黄牛中此处茎的长度分别为 19、17 和 11 bp，并

且只有中华攀雀的茎形成了具有发夹结构的颈环；

对于茎 24，中华攀雀形成了 3 bp 碱基的配对，黄

牛在此处没有配对的碱基，而黑尾地鸦和非洲爪蟾

对应的茎则分别形成了 4 和 6 bp 的配对；茎 32 在

不同物种中变异很大，呈现出多种排列形式；此外，

45 区域紧挨上端环的部分茎区变异也很大。Larsen 
(1992)发现了对应于中华攀雀线粒体 LrRNA 基因

二级结构茎 49的发夹环与茎 51的 3′端未配对区域

间的三级结构相互作用，本研究进一步对雀形目鸟

类中这种三级结构的相互作用提供了支撑。 
3.5  控制区 

中华攀雀和大多数鸟类一样有一个位于 tRNAPhe 
和 tRNAGlu 之间的控制区。控制区是整个线粒体基

因组序列变异 大、进化 快的一个区域，对 
mtDNA 的复制和转录起调控作用，其序列差异可

能是造成鸟类不同物种 mtDNA 序列差异的重要

原因 (Xiao et al, 2006)。脊椎动物线粒体基因组控

制区分为 domain I、domain II 和 domain III 三个结

构域，domain I 和 domain III 有较高数量的碱基替

换和长度变异，所以进化较快 (Baker & Marshall, 
1997)，而 domain II 是 3 个区域中 为保守的区域。 

鸟类控制区 domain I 位于控制区 5′端，包含

一段与复制终止相关的序列 TAS (ETAS) (Doda et 
al, 1981; Sbisa et al, 1997)，ETAS 序列保守性以及

到终止位点的距离均是可变的 (Foran et al, 1988)，
因此，本研究没能定位 TAS (ETAS)。在 domain I 
的 5′端还含有一段延伸的胞嘧啶区域，通常被一个

或几个胸腺嘧啶断开，目前尚不清楚这一区域形成

的原因。在鸡形目和雁形目，这一区域与它下游的

一小段序列可形成发夹结构 (Ruokonen & Kvist, 
2002)，而在中华攀雀中没有发现类似现象。 

绝大多数鸟类控制区 domain II 均可发现保守

框 (conserved sequence blocks，CSB) B、D、F，而
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C、E 区只存在于部分鸟类中。中华攀雀中存在 
F-box、D-box、B-box 及 C-box，但没有发现 E-box。
另外，中华攀雀中发现了一段存在于部分鸟类 
B-box 上游的比 B-box 序列更为保守但却不同于

其他脊椎动物的鸟类相似框 (bird similarity -box) 
(Ruokonen & Kvist, 2002)。  

鸟类控制区 domian III 位于控制区 3′端，一

般包含 3 个保守框 (conserved sequence blocks，CSB) 
1、2、3，重链复制起始(origin of H-strand replication，
OH)，L-链启动子 (light strand promoter，LSP)和 H-
链启动子 (high strand promoter，HSP)。 CSB1 是
保守的成分，几乎所有脊椎动物中都含有 CSB1，

而 CSB2 和 CSB3 只存在于部分鸟类中 (Randi & 
Lucchini, 1998)。中华攀雀中存在 CSB1，未发现有 
CSB2 和 CSB3。18 种鸟类 CSB1 区 3′端序列大体

一致，但在 5′端都存在 17~20 bp 不等的核苷酸插

入现象，本研究中的中华攀雀存在 20 bp 的核苷酸

插入。这在其他雀形目鸟类中也有发现 (Ruokonen 
& Kvist, 2002)。Ruokonen & Kvist (2002)认为这种现

象可能是经过不止一次的独立插入而形成，并推测

在 CSB1 区真正受功能约束的碱基只有～20 bp。
中华攀雀也未发现对线粒体基因组复制和转录起

始起重要作用的 OH、LSP 和 HSP，这种情况也存

在于鸮形目鸟类中 (Xiao et al, 2006)。 
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